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DESCRIPCION

Campo de la técnica
Sintesis organica y diagndstico clinico.
Introduccién

En la sangre circulante pueden detectarse una variedad de actividad de aminopeptidasas que difieren
entre si en su grado de especificidad y en su origen celular. En general no se conoce la funcién de estas
enzimas en el suero, si bien se asume que podrian estar mas o menos especificamente encargadas de la
desnaturalizacién (o activacién) de péptidos circulantes.

Como sucede con otras actividades enzimaticas determinadas en sangre, la actividad de las distintas
aminopeptidasas podrian reflejar la funcionalidad de las células de donde proceden; en tal sentido se ha
propuesto que los niveles alterados de determinadas aminopeptidasas reflejan distintos estados patoldgicos
y su determinacién podria colaborar al diagndstico y ser un indice de la evolucién de la enfermedad [SAN-
DERINK G.J., ARTUR Y., SIEST G. (1.988). Human aminopeptidases : a review of the literature. J:
Clin. Chem. Clin. Biochem., 26, 795-807].

La actividad de aminopeptidasas se determina con relativa facilidad utilizando sustratos artificiales
del tipo de las aminoacil-2-naftilamidas, si bien dada la variable especificidad de estas enzimas, para
determinar los niveles de una aminopeptidasa especifica es necesario o un proceso de purificacién previo,
o una inhibicién de la actividad de todas las restantes, lo que dificultaria la técnica de determinacion y
alargaria el tiempo necesario para realizar la misma.

La presente invencién utiliza la relacion de la actividad de determinadas aminopeptidasas en distin-
tos procesos patolégicos, lo que constituye un procedimiento 1util para el diagnéstico y el prondstico de
diferentes enfermedades.

Estado de la técnica

a) Las aminopeptidasas. El estudio de las enzimas proteoliticas tuvo su origen a finales del siglo pasado
en los laboratorios alemanes con el descubrimiento de cambios en la composicién quimica de los tejidos
cuando estos se almacenaban, incluso aunque fuese impedida la intervencién bacteriana.

Durante muchos anos se ha conocido que las enzimas proteoliticas, en condiciones apropiadas, podrian
sintetizar enlaces peptidicos. Tal idea dio nuevo impetu a las investigaciones sobre estas enzimas durante
la década de los 40 cuando se introdujeron los sustratos sintéticos para su determinacién. Fruton et al.,
[FRUTON J.S., IRVING G.W., BERGMANN M. (1.941). On the proteolytic enzymes of animal tissues.
II. The composite nature of beef spleen cathepsin. J. Biol. Chem., 138, 249-262. FRUTON J.S., IRVING
G.W., BERGMANN M. (1.941). On the proteolytic enzymes of animal tissues. III. The proteolytic en-
zymes of beef-spleen, beef kidney and swine kidney classification of the cathepsins. J. Biol. Chem., 141,
763-774.] utilizaron Z-Glu-Tyr (Z-: Benziloxicarbonil-), Bz-Arg-NHy (Bz-: Benzoil-) y Leu-NH2 como
sustratos, respectivamente, de la catepsina I, II y III. Esta tltima fue posteriormente reconocida como
una aminopeptidasa y redenominada leucina aminopeptidasa.

Las ezopeptidasas citosdlicas se encuentran entre las primeras proteasas en ser descubiertas [BA-
RRETT A.J., McDONALD J.K. (1.980). Mammalian proteases. A glossary and biblio-graphy. Volume
1. Endopeptidases. Academic Press. London]. La fuente original de muchas exopeptidasas fueron las
preparaciones de mucosa intestinal, donde se comprobd que contenian una mezcla compleja de enzimas
de diversa especificidad. Tras las aminopeptidasas de origen intestinal se encontré que el rinén era una
fuente atin més abundante de actividad aminopeptiddsica [SPACKMAN D.H., SMITH E.L., BROWN
D.M. (1.955). Leucine aminopeptidase IV. Isolation and properties of the enzyme from swine kidney. J.
Biol. Chim., 212, 255-269], al igual que el cristalino y la pulpa dental. En 1964, Hopsu et al. [HOPSU
V.K., KANTONEN U.M., GLENNER G.G. (1.964). A peptidase from rat tissue selectively hydrilyzing
N -terminal arginine and lysine residues. Life. Sci., 3, 1.449-1.453] detectaron los extractos de higado de
rata una nueva aminopeptidasa citosolica dependiente de iones cloro y sulfhidrilos que fue denominada
aminopeptidasa B (arginil aminopeptidasa) debido a su estricta especificidad por residuos de arginina y
lisina de péptidos y derivados de la naftilamida. Parece ser la contrapartida de la carboxipeptidasa B.
La denominada alanina aminopeptidasa fue descubierta en higado resultando ser dependiente de cobalto
y sensible a la puromicina [BEHAL F.J., KLEIN R.A., DAWSON F.B. (1.966). Separation and charac-
terization of aminopeptidase and arylamidase components of human liver. Arch. Biochem. Biophys.,
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115, 545 -554] pero su especificidad de sustrato contrastaba con la de la aminopeptidasa B en que la
mayoria de los residuos N-terminales de los péptidos eran sensibles a su accién, aunque la alanina era
el residuo preferido. Por otro lado, Cheung y Cushman [CHEUNG H.S., CUSHMAN D.W. (1.971). A
soluble aspartate aminopeptidase from dog kidney. Biochim. Biophys. Acta, 242, 190-193] identificaron
una nueva aminopeptidasa en rifién especifica para los residuos aspértico y glutdmico N-terminales. A
esta enzima se le dio el nombre de aspartato aminopeptidasa.

b) Determinacion de aminopeptidasas. La deteccién de una verdadera aminopeptidasa con garantia
absoluta de su naturaleza exige métodos de determinacién que pudieran resultar engorrosos, ya que
se necesitaria la presencia de un péptido sustrato para la enzima, de secuencia conocida y en estado
practicamente puro, y del manejo de técnicas sofisticadas tales como la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) o los analizadores de aminodcidos. Menos problematicas resultarfan las técnicas de
cromatografia en capa fina o en papel, aunque en estos casos existirian problemas de cuantificacién de la
actividad enzimatica.

Tales técnicas pueden ser utilizadas actualmente, y de hecho algunos investigadores las utilizan para
demostrar la actividad de una aminopeptidasa purificada sobre un determinado péptido, pero no esta-
ban al alcance de los investigadores de hace cincuenta anos. Estos decidieron perfeccionar las primitivas
determinaciones de peptidasas (que se realizaba midiendo el incremento del contenido de aminoécidos de
la muestra incubada) y medir la actividad aminopeptiddsica utilizando sustratos artificiales hidrolizables
por estas enzimas y cuyos productos fuesen facilmente detectables y medibles.

El primer sustrato artificial utilizado para la determinacién de una aminopeptidasa fue la L-leucilamida
[LINDERSTROM-LANG K. (1.929). Uber darmerepsin. Hoppe-Seylers. Z. Physiol. Chem., 182, 151-
174. Citado en BARRETT A.J., McDONALD J.K., 1.986]. Inmediatamente se sugirié el nombre de
leucina aminopeptidasa para esta enzima, dado que no hidrolizaba los derivados N-acetilados de la leu-
cinamida. Pronto se puso también de manifiesto que la enzima no restringia su actividad al aminoacido
leucina, y que existian otras amidas sintéticas y péptidos hidrolizables por la misma enzima. Los métodos
de determinacién de los productos de la hidrélisis de la L-leucinamida, leucina y amoniaco, son muy va-
riados. Dado que el pH éptimo de la reaccion es de 8-9 y que a pH 7.4 la enzima no muestra practicamente
actividad, es dudoso que la actividad de hidrdlisis de L-leucinamida sea la misma que la detectada con
otros sustratos artificiales y, por tanto, la clasica leucina aminopeptidasa, es dintinguible de otras amino-
peptidasas que funcionan a pH préximo a la neutralidad.

Sin lugar a dudas, los sustratos artificiales méds usados para la determinacién de aminopeptidasas
han sido los derivados amidicos de la 2-naftilamina, las aminoacil -2-naftilamidas. Estos sustratos fueron
introducidos por primera vez por Gomori [GOMORI G. (1.954). Chromogenic substrates for aminopep-
tidase. Proc. Soc. Ezp. Biol. Med., 87, 559-561], y desde entonces se han obtenido derivados de todos
los aminoacidos, de muchos dipéptidos e, incluso, compuestos que han permitido la deteccién de diversas
endopeptidasas mediante el bloqueo del grupo amino terminal del aminoécido con diversos compuestos.

En principio, la 2-naftilamina liberada por accién enzimaética se acoplaba con una sal diazdlica para
producir un color rojo o azul (dependiendo de la sal de acoplamiento considerada), y se media espec-
trofotométricamente a 520 nm. Este método se ha aplicado también a la determinacién histoquimica de
aminopeptidasas [Gomori, o.c., 1954].

¢) Las aminopeptidasas en el suero.

LEUCIL AMINOPEPTIDASA. La actividad de la leucil aminopeptidasa (LAP) (E.C.3.4.11.1), loca-
lizada preferentemente en el citosol de la practica totalidad de las células, se ha encontrado en suero y
plasma humanos y de otros animales.

ASPARTIL AMINOPEPTIDASA. No existen referencias en la literatura sobre la presencia de esta
enzima en tejidos distintos del rinén. Incluso se duda que exista como tal enzima y la actividad hidrolitica
sobre aspartil-2NNap sea debida a la glutamil aminopeptidasa [Cheung y Cushman, o.c, 1971].

ALANIL AMIPOPEPTIDASA. La actividad de esta enzima se encuentra en suero en forma de varias
isoenzimas que podrian ser marcadores de enfermedades particulares [SANDERINK G.J., ARTUR Y.,
PAILLE F., SIEST G. (1.989). Clinical significance of a new isoform of serum alanine aminopeptidase;
relationship with liver disease and alcohol consumption. Clin. Chim. Acta., 179, 23-32]. La AAP en
plasma parece proceder fundamentalmente del higado; concretamente se localizaria en la superficie ex-
terna de la membrana plasmatica de las células de los canaliculos biliares. Es posible, sin embargo, que
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pueda proceder de cualquier tipo de célula daniada, dada su ubicua localizacién en el organismo.

ARGINIL AMINOPEPTIDASA. La actividad de esta enzima (E.C.3.4.11.6) se encuentra en suero a
muy baja concentracién por lo que resulta dificilmente detectable. Probablemente procede de los elemen-
tos formes de la sangre, leucocitos y eritrocitos donde se encuentra en alta concentracién [SODERLING
E. (1.982). Effect of Cl~ on the function of the Cl~ activated arginine aminopeptidase purified from
human erythrocytes. Arch. Biochem. Biophys., 216, 105-115].

PROLIL AMINOPEPTIDASA. La actividad de prolil-aminopeptidasa (E.C.3.4.11.5.) debe corres-
ponder con la de la enzima que hidroliza facilmente poliprolina y pro-2NNap, tal como fue inicialmente
descrita [SARID S., BERGER A., KATCHALSKI E. (1.962). Proline iminopeptidase II. Purification and
comparison with iminodipeptidase (prolinase). J. Biol. Chem., 237, 2.207-2.212]. No existen referencias
en la literatura donde se determine esta actividad hidrolitica en suero.

GLUTAMIL AMINOPEPTIDASA. Esta enzima (E.C.3.4.11.7) fue inicialmente confundida con la
leucina naftilamidasa en suero hasta que Nagatsu et. al [NAGATSU 1., NAGATSU T., YAMAMOTO
T., GLENNER G.G., MEHL J.W. (1.970). Purification of aminopeptidase A in human serum and de-
gradation of angiotensin II by the purified enzyme. Biochim. Biophys. Acta., 198, 255-270] consiguieron
separarla y demostrar su existencia como enzima con actividad independiente de la anterior. Su funcién
en el suero pudiera ser la degradacion del octapéptido angiotensina II y por tanto una posible angio-
tensinasa. Durante el embarazo los niveles de glutamil aminopeptidasa aumentan en suero asi como su
actividad especifica [LALU K., LAMPELO S., NUMMELIN -KORTELAINEN M. VANHA-PERTTULA
T. (1.984). Purification and partial characterization of aminopeptidase A from the serum of pregnant and
non-pregnant women. Biochim. Biophys. Acta., 789, 324-333]. Se ha propuesto que esta enzima podia
proceder de la placenta y ser una de las implicadas en la inactivacion del sistema renina -angiotensina
durante la gestacién, [MIZUTANI S., YAMADA R., KURAUCHI O., ITO Y., NARMA O., TOMODA
Y. (1987). Serum aminopeptidase A (AAP) in normal pregnancy and pregnancy complicated by pre-
eclampsia. Arch. Gynecol., 240, 27-31].

CISTINIL AMINOPEPTIDASA. Los niveles sanguineos de esta enzima (E.C.3.4.11.3) parecen proce-
der predominantemente de la placenta y se liberan a la circulacién materna a partir del segundo trimestre
de forma progresiva, llegan a un méximo al final del embarazo y descienden tras el parto [SPELLACY
N.N., USATEGUI-GOMEZ M., FERNANDEZ de CASTRO A. (1.977). Plasma human placental lacto-
gen, oxytocinase, and placental phosphatase in normal and toxemic pregnancies. Am. J. Obstet. Gynecol.,
127, 10-16]. Se cree que su funcién es la de impedir el inicio prematuro de las contracciones uterinas
destruyendo la oxitocina. Este incremento progresivo de la actividad enzimdtica suele ser inadecuado
y erratico en embarazos anormales. Se ha propugnado que la medida de su actividad durante la ges-
tacién podria ser un medio de evaluar la funcién feto-placentaria [CHAPMAN L., SILK E., SKUPNY A,
TOOTH E., BARNES A. (1.971). Spectrofluorimetric assay of serum cystine aminopeptidase in normal
and diabetic pregnancy compared with total oestrogen excretion. J. Obst. Gynaecol. Br. Commonuw.,
78, 435-443]. Hay otras aminopeptidasas en el suero que poseen ligera actividad oxitocindsica, pero son
inhibibles por bestatina [MIZUTANI S., KURAUCHI O., YAMADA R., NARITA O., TOMODA Y.
(1.986). Effects of bestatin, its related compounds puromycin and bacitracin on human oxytocinase and
human microsomal placental leucine aminopeptidase. IRCS. Med. Sci., 14, 270-271]. No conocemos
alteraciones de la actividad de esta enzima en suero en condiciones patoldgicas.

DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA I. La presencia de dipeptidil aminopeptidasa I (DAP 1)
(E.C.3.4.14.1) en sueros normales y patoldgicos ha sido exhaustivamente estudiada por Vanha-Perttula y
Kalliomaki [VANHA-PERTTULA T., KALLIOMAKI J.L. (1.973). Comparison of dipeptide arylamidase
I and IT amino acid arylamidase and acid phosphatase activities in normal and pathological sera. Clin.
Chim. Acta., 44, 249-258.]. Los autores refieren un incremento de los niveles normales de la enzima en
desordenes hepaticos en general, en enfermedades arteriales periféricas, neoplasias, diabetes mellitus e
hipertrofia prostatica. No encuentran diferencias significativas en los casos de pancreatitis. Asi mismo
encuentran una correlacién negativa de los niveles de esta enzima con la edad, sin que existan diferencias
entre hombres y mujeres. Dada su naturaleza lisosomal se supone que su actividad deberia estar aumen-
tada en suero en todos aquellos procesos donde exista lesién celular y estos autores propugnan su posible
utilizacién como ayuda en el diagnéstico clinico.

DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA II. La actividad de esta enzima (E.C.3.4.14.2) en suero ha sido
también estudiada por Vanha-Perttula y Kalliomaki [o.c., 1973] encontrandose elevada en procesos trom-
boembélicos, alcoholismo e hipertrofia prostatica. Los autores encuentran una correlacién positiva con
la edad y una diferencia significativa a favor de las mujeres con respecto a los hombres. Su distribucién
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entre distintos tejidos es diferente, por lo que no existe una correlacién entre ellos en situaciones normales,
aunque si existe una correlacién positiva entre las dos DAP en la mayoria de las situaciones patolégicas.
Ello puede ser un signo de la liberacién simultdnea de los mismos desde los tejidos lesionados, indepen-
dientemente de su origen [Vanha-Perttula y Kalliomaki, o.c., 1973].

DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA III. La actividad de la dipeptidil aminopeptidasa IIT (DAP III)
(E.C.3.4.14.4), como las de las previas DAP, ha sido escasamente estudiada. El estudio de los niveles de
esta enzima en suero y su comparacién con suero retroplacentario Shimamori [SHIMAMORI Y., WA-
TANABE Y., FUIIMOTO Y. (1.986). Specificity of a membrane-bound neutral endopeptidase from rat
kidney. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo)., 34 (1), 275] mostré que la actividad enzimética se encontraba

elevada notablemente en dicho suero retroplacentario en relacién con los controles.

DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA IV. La presencia de esta enzima en suero de animales y humanos
estd ampliamente demostrada [KASAHARA Y., FUJII N., NAKA H., NAGATSU T. (1.982). Multiple
forms of glicylprolyl dipeptidyl aminopeptidase (dipeptidyl peptidase IV) in human sera from patients
with hepatitis. Biom. Res., 3 (3), 265-269] y su actividad se ve afectada en diferentes situaciones pa-
tolégicas; por ejemplo, se ha encontrado incrementada en pacientes con enfermedades hepatobiliares y
disminuida en pacientes con artritis reumatoide, cancer gastrico, leucemia linfocitica aguda y enfermedad
de Hodking [Kasahara et al., o.c., 1982].

PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA. La actividad de piroglutamil aminopeptidasa (E.C.3.4.19.3)
en suero ha sido estudiada en relacién a su capacidad para degradar la TRH circulante, e incluso se le ha
asignado un papel fisioldgico, puesto que la actividad disminuye en ratas hipotiroideas y aumenta tras la
administracién de T, [EMERSON C.H., WU C.F. (1.987). Thyroid status influences rat serum but not
brain TRH pyroglutamyl aminopeptidase activities. Endocrinology, 120, 1.215-1.217]. Se desconoce, sin
embargo, cuales son los niveles de esta enzima en suero en distintos estados patologicos.

GAMMA-GLUTAMIL AMINOPEPTIDASA. La actividad de Gamma-Glutamil transferasa (GGT)
en suero medida con el sustrato gamma-glutamil-2NNap refleja las mismas alteraciones en la actividad
de esta enzima que cuando se mide con sustratos tradicionales [ARTUR Y., WELLMAN-BEDNAWSKA
M., JACQUIER A., SIEST G. (1.984). Associations between serum gamma-glutamyltransferase and apo-
lipoproteins -relationships with hepatobiliary diseases. Clin. Chem., 30, 1.318-1.321] Se cree que la GGT
en suero procede del higado ya que se incrementa fundamentalmente en enfermedades hepatobiliares.

Particularmente relevante resultan las variaciones es esta enzima durante el curso de metéstasis
hepaticas. Se acepta generalmente que la elevacion de la actividad de la enzima en suero en enfer-
medades hepaticas esta causada por el dano a las células hepaticas y consecuente liberacién de la enzima
al torrente circulatorio. Tal explicaciéon parece sin embargo algo simplista dado que su actividad, por
ejemplo, esta comparativamente mucho més elevada en ictericias obstructivas que en hepatitis virales.
Adema3s no existe correlacién entre el curso y la severidad de la enfermedad y los niveles séricos de GGT
[SZCZEKLIL E., ORLOWSKI M., SZEWCZUK A. (1.961). Serum gamma-glutamyl transpeptidase acti-
vity in liver disease. Gastroenterol., 41, 353-359]. Por tanto, se especula con la posibilidad de que existan
otros mecanismos que colaboren a explicar las variaciones de GGT en enfermedades hepaticas, como por
ejemplo, variaciones de la tasa de sintesis de la enzima en el higado como respuesta adaptativa a los cam-
bios patolégicos producidos. La determinacién de GGT en hepatitis virales no parece tener significado
diagnostico, porque en contraste con la aldolasa y la fosfohexosa isomerasa la actividad enzimatica no
refleja el curso y la severidad de la enfermedad [Szceklik et. al, o.c., 1961].

Breve descripcién de la invenciéon

Se ha comprobado que ciertas aminopeptidas existentes en el suero y plasma humano y de otros
animales muestran un incremento o descenso significativo en casos de pancreatitis, hepatitis y cirrosis
segun se indica a continuacion:

12 Las actividades de aminopeptidasas, medidas con los sustratos: leucil-, arginil- y alanil-2-
naftilamida, muestran un incremento significativo en los casos de pancreatitis, hepatitis y cirrosis,
en relacién con los controles.

22 Las actividades de aminopeptidasas, medidas con los sustratos: glutamil- y cistinil-2-naftilamida,
no se alteran significativamente, con respecto a los controles, en los casos de pancreatitis, hepatitis
y cirrosis.

32 Las actividades de aminopeptidasas, medidas con los sustratos piroglutamil-, prolil- y aspartil-2-
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naftilamidas, descienden significativamente, en relacién con los sujetos sanos, en el caso de cirrosis.

42 La actividad de gamma-glutamil aminopeptidasa sufre un incremento significativo en suero de
pacientes pancreatiticos y cirréticos con respecto a los individuos sanos.

52 Las actividades de dipeptidil aminopeptidasa I, dipeptidil aminopeptidasa II y dipeptidil amino-
peptidasa III se incrementan significativamente en los casos de hepatitis, pancreatitis y cirrosis con
respecto a los individuos normales. La actividad de dipeptidil aminopeptidasa IV se incrementa
significativamente en los casos de hepatitis.

Una manera sencilla de determinar la concentracién de aminopeptidasas es por la hidrélisis de las
aminoacil-2-naftilamidas, midiendo la concentracion de 2-naftilamina liberada para lo que en la presente
invencién se utiliza un método fluorimétrico. La 2-naftilamina puede medirse, sin necesidad del posterior
acoplamiento, a 345 nm de excitacién y 412 nm de emisién, siendo éste el método seguido por nosotros
para la determinacién de aminopeptidasas (véase material y métodos). A las enzimas que hidrolizan las
aminoacil-2-naftilamidas (arilamidas), y para diferenciarlas de otras aminopeptidasas que no hidrolizan
a estos sustratos, se las ha denominado “arilamidasas”.

Dado que la 2-naftilamina es con toda probabilidad un agente carcinégeno y no es recomendable su

uso rutinario, se han sitetizado otros sustratos de aminopeptidasas en los ultimos anos que también se
utilizan en la actualidad. Nagatsu et al. [NAGATSU T., HINO M., FUYAMADA H., HAYAKAWA T.,

SAKAKIBARA S., NAKAGANA Y., TAKEMOTO T. (1.976). New chromogenic substrates for X-prolyl
dipeptidyl aminopeptidase. Anal. Biochem., 74, 466-476] introdujeron las aminoacil-p-nitroanilidas como
sustratos que liberan p-nitroanilina y se determinan espectroscépicamente a 380 nm. Finalmente, Prusak
et al. [PRUSAK E., SIEWINSKI M., SZEWCZUK A. (1980). A new fluorimetric method for the deter-
mination of gamma-glutamyltransferase activity in blood serum. Clin. Chim. Acta., 107, 21-26] e Imai et
al. IMAIK., HAMA T., KATO T. (1.983). Purification and properties of rat brain dipeptidyl aminopep-
tidase. J. Biochem., 93, 431-437], han utilizado los 7-aminoacil-4-metil-cumarinamidas como sustratos
de aminopeptidasas. La 4-metil-cumarina liberada por estas enzimas puede medirse fluorimétricamente
a 460 nm, con excitacién a 380 nm.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las actividades enziméticas determinadas en suero frente a aminoacil-2-naftilamidas, manifiestan un
comportamiento diferente segin el sustrato utilizado y segun la patologia considerada. Sin embargo,
existen similitudes en el comportamiento de algunos sustratos, de manera que se pueden encuadrar las
trece actividades en tres grupos diferentes:

1° Grupo. Aquellos que no son afectados en ningtin caso en condiciones patoldgicas: los correspondientes
a los sustratos cistinil- y glutamil -2-naftilamidas.

2° Grupo. Actividades enziméticas que se incrementan significativamente en las tres patologias consi-
deradas: pancreatitis, hepatitis y cirrosis. A tal grupo pertenecen las actividades medidas con los
sustratos: leucil-, arginil-, alanil-, glicil-arginil- (DAP I), lisil-alanil- (DAP II) y arginil-arginil-2-
naftilamidas (DAP III).

3° Grupo. Actividades enziméticas que afectan a alguna de las enfermedades estudiadas pero no a
todas. Evidentemente este es el grupo mas heterogéneo pues tres actividades, prolil-, piroglutamil-
y aspartil-2-naftilamidas muestran sélo un descenso significativo en caso de cirrosis; la actividad
de DAP 1V (glicil-prolil-2-naftilamida) muestra un incremento significativo en casos de hepatitis y
finalmente la actividad de gamma-glutamil-2-naftilamida se incrementa significativamente en casos
de pancreatitis y cirrosis pero no en el caso de hepatitis.

Actividad de cistinil aminopeptidasa (1° grupo). Esta actividad enzimdtica sufre un incremento progresivo
en suero en los casos de embarazo a partir del segundo trimestre de la gestacion y desciende bruscamente
inmediatamente después del parto (Spellacy et al., o.c., 1977). Parece que la enzima responsable de esta
actividad procede de la placenta y s6lo en los casos de alteraciones de la funcién feto-placentaria este
comportamiento se veria perturbado. No se ha descrito ninguna otra alteracién fisioldgica o patologica
que desvie las actividades de cistinil aminopeptidasa en suero de sus niveles normales. Sin embargo, los
valores de los niveles medios de actividad de cistinil aminopeptidasa se encuentran elevados (aunque no
significativamente) en las tres enfermedades con respecto a los controles (figura 1).

Actividad de glutamil aminopeptidasa (1° grupo). Como en el caso anterior, esta actividad no se afecta
significativamente en ninguno de los procesos patoldgicos estudiados aunque existe un ligero descenso en

6
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los casos de pancreatitis, sin llegar a ser significativo (figura 2).

Leucil-, arginil- y alanil- aminopeptidasas (2° grupo). Estas tres actividades enzimdticas esperimentan un
incremento muy significativo en los procesos pancreaticos y cirréticos y algo mejor, aunque significativo,
en los casos de hepatitis (figuras 3, 4 y 5).

Dada la inespecificidad de los incrementos de estas actividades enzimadticas en las condiciones pa-
tolégicas, resulta obvio que estas actividades enzimdticas no posean valor en el diagndstico diferencial,
aunque pudieran constituir un reflejo como indicador de la evolucién y del grado de afectacion celular, e
incluso del prondstico, de estos procesos patolégicos como lo son otras determinaciones analiticas rutina-
rias.

Actividades de dap i, dap i, y dap it (2° grupo). Como en el caso anterior estas tres DAP sufren un
incremento significativo en los tres procesos patolégicos estudiados (figuras 6 y 7). Ademds, el incremento
porcentual con respecto a los controles es mucho mayor en estos casos que en los anteriores aunque la
actividad enzimética para estos sustratos resulta muchisimo menor (tres érdenes de magnitud) que en los
casos anteriores y, por tanto, la determinacién de estas enzimas necesita un mayor periodo de incubacién.

Al igual que para la alanil aminopeptidasa, dada la inespecificidad de los incrementos de actividad
enzimatica, estos resultados no tienen valor diagndstico especifico, aunque tal vez puedan ser ttiles en el
pronéstico y la evolucion.

La actividad de DAP III se encuentra significativamente incrementada en los tres procesos patoldgicos,
del mismo modo que la DAP I y DAP II, aunque su procedencia subcelular sea diferente, puesto que la
DAP III es una enzima citosdlica.

Prolil-, piroglutamil- y aspartil-aminopeptidasas (3° grupo). Las actividades enzimaticas de los sustratos
prolil-, piroglutamil- y aspartil-2-naftilamida muestran un comportamiento similar en las condiciones pa-
tolégicas diferente al resto de las actividades de AP determinadas en las mismas circunstancias. En los
tres casos se detecta un descenso significativo en los procesos cirréticos en comparacién con los individuos
normales, mientras que los niveles enziméticos no sufren alteracién ni en los casos de hepatitis ni en los
de pancreatitis.

De las tres actividades, la que produce un descenso mas significativo es la piroglutamil aminopeptidasa
que desciende practicamente un 50% con respecto a los controles cualquiera que sea el tipo de cirrosis
considerada (figura 9).

La actividad de aspartil aminopeptidasa también sufre un descenso significativo en los casos de cirrosis
(figura 10), aunque porcentualmente menor (35%) que en la piroglutamil aminopeptidasa.

La prolil aminopeptidasa se comporta de forma similar a las dos actividades anteriores, es decir, des-
ciende significativamente en el caso de cirrosis hepéticas (figura 11).

De las tres aminopeptidasas que muestran un descenso significativo de su actividad en los casos de
cirrosis hepdticas, la piroglutamil aminopeptidasa muestra un mayor descenso porcentual medio (47%) y
un mayor grado de significacién que la aspartil- y la prolil-aminopeptidasa. Por tanto la actividad de esta
enzima puede llegar a ser un “marcador” ttil para el diagndstico bioquimico de las cirrosis hepaticas.

Glicil-prolil aminopeptidasa (dap w) (3° grupo). La actividad de dipeptidil aminopeptidasa IV (DAP
1V) también muestra una variacién selectiva para los casos de hepatitis, concretamente experimenta un
incremento muy significativo cuyo promedio es el 43% sobre el promedio de los valores control. Ni los
casos de pancreatitis ni los de cirrosis sufren variaciones significativas de los niveles de esta enzima en
suero (figura 12).

Gamma-glutamil aminopeptidasa (3° grupo). La actividad de gamma-glutamil aminopeptidasa se incre-
menta significativamente tanto en pacientes con pancreatitis como en los casos de cirrosis hepéticas. El
incremento medio obtenido en los casos de hepatitis no llega a ser estadisticamente significativo. En todos
los casos patoldgicos, sin embargo, es destacable el elevado valor de la desviacion tipica, lo que indica la
amplia variacién de los niveles de esta enzima en suero en estas circunstancias (figura 13).

Los sustratos utilizados para la determinacién fluorimétrica de aminopeptidasas resultan de la conden-
sacién de la 2-naftilamina y el grupo carboxilico de los distintos aminoacidos para las aminopeptidasas,
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(o con el grupo carboxilico libre de los dipéptidos para las dipeptidil aminopeptidasas). Se forma asf un
enlace amido (peptidico) suceptible de ser hidrolizado por estas enzimas, que liberarfan equimolecular-
mente el aminodcido (o dipéptido) y la 2-naftilamina.

A
c/inu- -0 HoN-

I Aninopeptidasa |

H H-C-H -—r-—* HoN-C-H +
| I
R H,0 R
AA-2-Naftilamida Aninodcido 2-Naftilamina

Figura 1.

La 2-naftilamina liberada fluorece a 412 nm de emisién cuando se la excita con una longitud de onda de
345 nm. La fluorescencia producida durante un intervalo determinado de tiempo es el reflejo de la activi-
dad enzimética de la muestra y puede transformarse en medidas de actividad enzimética mediante curvas
de calibracién, determinando la fluorescencia producida por concentraciones crecientes de 2-naftilamina
disueltas en el mismo buffer que en el que se determina la actividad enzimatica.

Técnica analitica
Preparacion de las disoluciones de los substratos

Los sustratos utilizados, su peso molecular, la cantidad pesada y la concentracién final vienen expre-
sadas en la Tabla 1

Cada pesada fue inicialmente disuelta en 2 ml de dimetilsulféxido (DMSO) (solucién madre) a partir
de la cual se obtienen las cantidades adecuadas en funcién de las necesidades diarias. Cada solucion fue
suplementada con ditiotreitol (DTT) 10 mg por cada 100 cc y albiimina bovina 10 mg por cada 100 cc.

Reaccion enzimdtica

Para llevar a cabo la reaccién enzimatica se utilizé6 1 ml de las soluciones de sustratos previamente
resefiadas, a las que se anadia 10 pl (para el caso de leucil-, arginil-, alanil- y cistinil-2-naftilamidas) 6 25
ul (para los restantes sustratos) de la muestra del suero a analizar. Cada determinacién se realizé por
triplicado, y tras agitacién vortex se incubé a 37 °C durante 30 minutos (para leucil-, arginil-, alanil-
y cistinil-2-naftilamidas) y 240 minutos para los restantes sustratos. En todos los casos las reacciones
enzimaticas fueron detenidas mediante la adicién de 1 ml de buffer acetato 100 mM pH 4.2 y posterior
agitacion.

Cada serie de mediciones constaba de un blanco preparado segun la misma pauta que las muestras,
en las que el suero era sustituido por 10 6 25 ul de agua bidestilada.

Lectura y calculo de los resultados

La lectura se llevaba a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, previa calibracién del
espectrofluorimetro mediante la banda Raman del agua a 350 nm de excitaciéon y 397 nm de emisién.
Posteriormente se seleccionaban las longitudes de onda de la 2-naftilamina (335 nm de excitacién y 412
nm de emisién) y se compensaba el valor del blanco autométicamente.

Las lecturas de las muestras en unidades de fluorescencia se transformaban, mediante rectas de cali-
bracién, en nanomoles de 2-naftilamina por minuto de incubacién y por mililitro de suero, (nmol/min/ml)
para los sustratos, leucil-, arginil-, alanil- y cistinil-2-naftilamidas y en picomoles, minuto y mililitro
(pmol/min/ml) para los restantes sustratos.
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TABLA 1

Sustrato P.M. | Pesada Disolvente Molaridad

(mg) (100 ml buffer) (uM)
L-Leucil-2NNap CIH 298.2 | 2.928 | Db. fosfato pH 7.4 100
L-Arginil-2NNap CIH 333.8 | 3.358 | b. fosfato pH 7.4 100
L-Alanil-2NNap 241.3 | 2.143 | b. fosfato pH 7.4 100
L-Cistinil-2NNap 2CIH 563.3 | 2.816 | b. fosfato pH 7.4 50
L-Prolil-2NNap CIH 276.8 | 1.384 | Db. fosfato pH 7.4 50
L-Piroglutamil-2NNap 254.3 | 1.271 | b. fosfato pH 7.4 50
L-Aspartil-2NNap 258.3 | 1.291 | b. fosfato pH 7.4 50
L-v-Glutamil-2NNap 272.3 | 1.361 | b. fosfato pH 7.4 50
Glicil-L-Arginil-2NNap CIH | 392.5 | 1.962 b. fosfato pH 6 50
L-Lisil-L-Alanil-2NNap 342.0 | 1.710 b. fosfato pH 6 50
L-Arginil-L-Arginil
-2NNap 3CIH 1.75AcOH 564.5 | 2.822 | b. Tris CIH pH 9 50
Glicil-Prolil-2NNap 397.0 | 1.485 | Db. fosfato pH 7.4 50
L-a-Glutamil-2NNap
1/2 AcOH 1/2 H,O 311.3 | 1.556 | b. fosfato pH 7.4 50
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de aminoacil-2-naftilamidas, y en general substratos de aminopeptidasas, como reactivo
de diagndstico, caracterizado por la medida de la fluorescencia (o cualquier otro procedimiento) de la
2-naftilamina liberada por la accién hidrolitica de aminopeptidasas, relacionadas con ciertas patologias
del organismo

A

cf'i"u_ (/=00 HoN-
I Aninopeptidasa l

H H-C-H -—}—"'—'—* HoN-C-H +
| |
R H,0 R

AA-2-Naftilamida Aninodcido Z2-Naftilamina

pudiendo, por razones de seguridad en su manejo ser sustituida la 2-naftilamina por Aminoacil-7-amido-
4-metilcumarinamidas o aminoacil-p-nitroanilidas (o en general sustratos de aminopeptidasas) sin que
ello afecte a la naturaleza de la presente invencién.

2. Procedimiento y utilizacién de aminoacil-2-naftilamida como reactivo de diagndstico, segun la
reivindicacién 1, caracterizado porque el aminoacil (AA) es el radical

R-CHNH,-COO-

de uno de los siguientes aminodcidos o péptidos: leucina, acido aspartico, alanina, arginina, prolina,
glicil-prolina, arginil-arginina, lisil-alanina, glicil-arginina, dcido piroglutdmico y dcido gammaglutdmico.

3. Procedimiento y utilizacién de aminoacil-2-naftilamida como reactivo de diagndstico, segtin las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado porque una disolucién del substrato en dimetilsulf6xido, debidamente
suplementada, se mezcla con la cantidad apropiada del suero a analizar, incubando a 37°C un tiempo
exactamente medido, tras el cual se congela la reaccién por adicién de un tampdn de acetato.

4. Procedimiento y utilizacién de aminoacil-2-naftilamida omo reactivo de diagndstico, segin las rei-
vindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la lectura se lleva a cabo en un espectrofluorimetro con una
excitacién de 345 nm y una emisién de 412 nm.

5. Procedimiento y utilizaciéon de aminoacil-2-naftilamida como reactivo de diagnéstico, segun las

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que utiliza la actividad de aminopeptidasas en suero para el
diagnostico bioquimico de la cirrosis y otras enfermedades hepaticas.
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